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Introduction 
Le sang est un liquide biologique vital circulant dans le corps entier par les 
vaisseaux sanguins grâce à la pompe cardiaque. Il est constitué d’un fluide aqueux, le 
plasma, dans lequel circulent les cellules sanguines, réparties en trois groupes 
majoritaires : les hématies, ou globules rouges ; les thrombocytes, ou plaquettes ; et 
les leucocytes, ou globules blancs.  
 
Les hématies sont des cellules anucléées chez les Mammifères contenant un 
pigment rouge donnant sa couleur au sang, l’hémoglobine. Ce pigment est une 
métalloprotéine contenant du fer permettant une fixation réversible de l’oxygène ainsi 
qu’une fraction de gaz carbonique. Les hématies ont ainsi un rôle prépondérant dans 
les échanges respiratoires entre l’air et les tissus.  
 
De taille inférieure aux hématies, les plaquettes sont aussi des cellules 
anucléées non pigmentées chez les Mammifères, issues de la fragmentation des 
mégacaryocytes dans la moelle osseuse. Elles ont un rôle primordial dans l’hémostase 
primaire par la formation d’un clou plaquettaire permettant la colmatation d’éventuelles 
brèches vasculaires.  
 
Les leucocytes, produits par la moelle osseuse, circulent à la fois dans le sang 
et dans la lymphe mais sont aussi présents dans les organes lymphoïdes et les tissus 
conjonctifs. Ceux-ci ont un rôle primordial dans le système immunitaire et notamment 
dans la défense de l’organisme contre une infection, une infestation ou une anomalie 
cellulaire. Ils sont distingués en deux catégories selon leurs propriétés 
macroscopiques : les granulocytes, anciennement polynucléaires, et les 
agranulocytes, ou leucocytes mononucléés. Les granulocytes comprennent les 
granulocytes neutrophiles, les granulocytes éosinophiles et les granulocytes 
basophiles et présentent des granulations cytoplasmiques à la microscopie photonique 
ainsi que des noyaux pluri-lobés. Les lymphocytes et les monocytes constituent les 
agranulocytes.  
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Les granulocytes neutrophiles représentent la proportion de leucocytes la plus 
importante et permettent la défense de l’organisme contre les micro-organismes, en 
première ligne contre les bactéries, en effectuant l’endocytose et la lyse de celles-ci. 
Les granulations des éosinophiles ont une action anti-parasitaire et les granulocytes 
basophiles, rarement rencontrés dans le compartiment vasculaire, jouent un rôle dans 
l’hypersensibilité immédiate ainsi que dans la médiation de l’inflammation ; les 
granulations basophiles ayant des propriétés vaso-actives et anti-coagulantes.  
Les lymphocytes, divisés en lymphocytes T et B selon l’endroit de maturation, 
sont responsables des réactions immunitaires spécifiques à médiation immune ou 
humorale, via notamment la production d’anticorps pour ces derniers. Enfin, les 
monocytes se différencient en macrophages dans les tissus où ils agissent en 
conséquence à la pénétration de micro-organismes ou de matériel nécrotique : par 
phagocytose et destruction bactérienne, par destruction de cellules tumorales… Ils 
agissent également dans l’inflammation en activant d’autres leucocytes ou encore en 
présentant des antigènes aux lymphocytes.  
 
L’analyse des cellules sanguines est un examen complémentaire réalisé 
fréquemment en médecine humaine et vétérinaire au vu des informations 
potentiellement apportées par celle-ci. Cette analyse est usuellement réalisée avec 
des automates qui fournissent plusieurs informations : une numération des différentes 
populations, mais aussi des résultats sous forme de nuage de points ou de courbe. 
Cependant, il est fréquent chez les praticiens vétérinaires de ne regarder que les 
résultats sous forme de comptages cellulaires en laissant de côté les informations 
fournies par les nuages de points ou les courbes, alors que ces derniers peuvent être 
révélateurs d’erreurs d’interprétations des comptages cellulaires.  
 
Cette étude exposera dans une première partie la réalisation de l’analyse des 
leucocytes par les automates d’hématologie puis la validation ainsi que les limites des 
analyseurs rapportées dans la littérature. La seconde partie abordera les résultats de 
notre étude, qui a eu pour objectif de comparer les comptages cellulaires et les nuages 
de points obtenus par le Sysmex XT-2000iV et d’aspect normal selon le fabriquant aux 
frottis sanguins correspondants.  
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I. Etude bibliographique 
A. Présentation des analyseurs d’hématologie 
Les analyseurs d’hématologie actuels reposent sur trois technologies 
différentes, qui sont souvent jointes : les analyseurs réalisant une analyse quantitative 
du buffy coat après centrifugation, les analyseurs à variations d’impédance, utilisant le 
principe de Coulter et les analyseurs utilisant la cytométrie de flux [1]. 
 
1. Analyse quantitative du buffy coat 
Cette première technologie repose sur le principe que les différentes cellules 
sanguines ont différentes densités : elles peuvent donc être réparties en différentes 
strates après centrifugation.  
Pour cela, du sang est prélevé sur tube EDTA puis placé dans un tube à 
microhématocrite dont les parois sont recouvertes d’acridine orange, un tampon 
fluorescent qui colore sélectivement les acides nucléiques (ARN et ADN) et est 
également stocké dans les lysosomes. Sous lumière bleue, les hématies ne sont pas 
colorées, les granulocytes sont colorés en orangé, les lymphocytes et les monocytes 
apparaissent vert brillant et les plaquettes jaune pâle.  
Un flotteur est ensuite ajouté dans le tube à microhématocrite d’une densité 
supérieure à celle du plasma mais inférieure à celle des globules rouges : la strate des 
leucocytes est donc étalée après centrifugation.  
L’épaisseur des couches cellulaires obtenues après centrifugation et évaluées 
par différence de fluorescence permet d’effectuer un profil leucoplaquettaire qui 
indique alors une estimation du nombre de cellules : évaluation semi-quantitative de 
la numération leucocytaire totale, des granulocytes, des agranulocytes et des 
plaquettes ainsi qu’une mesure précise de l’hématocrite (exprimé en pourcentage) [1]. 
 
2. Impédance électronique : technique de Coulter 
Les cellules sanguines, qui sont de faibles conducteurs d’électricité, sont 
placées dans une solution contenant des électrolytes et passées une par une entre 
deux électrodes. Quand une cellule passe au travers des électrodes, elle conduit un 
certain nombre d’électrolytes avec elle, ce nombre dépendant du volume de la cellule. 
Cela induit une variation de courant, proportionnel à la taille de la cellule.  
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La majorité des automates utilisant ce procédé ajoute des réactifs de lyse 
cellulaire pour permettre la distinction entre hématies et leucocytes. Le sang passe 
dans une première cuve ou les petites cellules (plaquettes et hématies) sont séparées 
des plus grosses (leucocytes). Dans une deuxième cuve, un réactif est ajouté 
permettant la lyse des hématies, et parfois des plaquettes, et un comptage des 
leucocytes uniquement. Un procédé de spectrophotométrie permet de doser 
l’hémoglobine [1]. 
 
3. Cytométrie de flux 
Les cellules sanguines sont ici passées individuellement à travers un faisceau 
de lumière laser. Ce rayon, à chaque passage de cellule est réfléchi, réfracté et 
diffracté : on obtient alors des informations sur le volume cellulaire, la surface 
cellulaire, la granularité cytoplasmique et les lobulations nucléaires par l’analyse des 
différentes déviations lumineuses. A cette technologique, peut être rajoutée de la 
cytochimie avec par exemple des agents fluorescents.  
On obtient alors un nuage de points qui permet de différencier les populations 
de leucocytes et d’hématies [1].  
 
4. Le Sysmex XT-2000iV [2] [3] 
L’automate étudié dans cette étude utilise à la fois la variation d’impédance, 
plus précise pour les hématies et la cytométrie de flux, plus précise pour les 
leucocytes, et en fonction de l’espèce, la variation d’impédance ou la cytométrie pour 
les plaquettes en fonction de leurs caractéristiques spécifiques.  
Le spécimen sanguin est initialement dilué. La seconde étape est de réaliser le 
comptage des globules rouges et des plaquettes par impédance, qui seront ensuite 
lysés par ajout d’un agent tensio-actif de façon qu’il ne reste que les leucocytes et 
quelques globules rouges non lysés. L’hémoglobine est ensuite dosée par 
spectrophotométrie.  
Le spécimen est ensuite marqué par un fluorochrome à base de polyméthine 
qui se lit spécifiquement aux acides nucléiques. Les différentes cellules restantes sont 
illuminées par un laser semi-conducteur et trois signaux différents sont par la suite 
capable de séparer les cellules.  
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La diffusion frontale de la lumière (FSC : « forward scatter ») indique le volume 
de la cellule ; la diffusion latérale de la lumière (SSC : « side scatter ») fournit des 
informations sur le contenu de la cellule comme la taille du noyau ou les granulations 
et la fluorescence latérale de la lumière (SFL : « side fluorescence light ») fournit la 
quantité d’ADN ou d’ARN contenue par la cellule. Ces différentes données permettent 
de créer un diagramme de dispersion (« scattergram ») avec par exemple le SSC en 
abscisse et le SFL en ordonnées pour la différenciation des différents leucocytes. Les 
populations cellulaires ayant des propriétés physiques et chimiques similaires sont 
situées dans la même zone, formant des nuages de points identifiables sur le 
diagramme.  
On obtient alors plusieurs nuages de points selon le type cellulaire : 
granulocytes neutrophiles, granulocytes éosinophiles, monocytes, lymphocytes et 
globules rouges non lysés. Le résultat obtenu est présenté figure 1. Les monocytes 
sont représentés par les points verts dans la partie haute, au-dessus du nuage des 
lymphocytes représentés par des points magenta. Ces derniers sont au-dessus du 
nuage des neutrophiles représentés par des points bleu turquoise. Dans la partie 
droite, on retrouve le nuage des éosinophiles représentés par des points rouges. Le 
dernier nuage, juxtaposé à l’abscisse, correspond au nuage des globules rouges non 
lysés et sont représentés par des points bleu foncé.  
 
 
FIGURE 1 : DIAGRAMME DE DISPERSION OBTENU PAR LE SYSMEX XT-2000IV D’APRES UN HEMOGRAMME DE 
LA BANQUE DE DONNEES DU LABORATOIRE DE BIOLOGIE MEDICALE DE L’ENVT 
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B. Validation des analyseurs d’hématologie  
1. Validation et erreurs des analyseurs d’hématologie en médecine 
humaine 
Les résultats obtenus par les analyseurs d’hématologie humaine sont exacts et 
précis pour des spécimens issus de sujets sains. Cependant, il existe des possibles 
biais d’origine pré-analytique, analytique ou encore pathologiques.  
 
i. Numération leucocytaire faussement diminuée  
Des agrégats de granulocytes neutrophiles ont été rapportés comme étant une 
cause de fausse leucopénie, modérée ou cliniquement significative. L’incidence est 
faible, certainement sous-estimée, entre 0.003% et 0.013% [4] [5]. Aucune affection 
particulière n’est associée à ce phénomène mais un contexte inflammatoire non 
spécifique, qu’il soit aigu ou chronique a cependant été évoqué [5] [6]. Ces agrégats 
se retrouvent à la fois chez les hommes et les femmes et peuvent être transitoires ou 
permanents [7].  
Le mécanisme évoqué ici est exclusivement un phénomène in-vitro qui n’est 
pas entièrement élucidé mais serait principalement causé par la présence d’un anti-
coagulant comme l’EDTA bien que des cas soient rapportés avec du citrate ou de 
l’héparine [4] [8]. Quelques cas d’agrégation de cellules lymphoïdes normales (non-
malignes) ont également été rapportées avec usage d’EDTA notamment [8] [9].  
La majorité des agrégats (de granulocytes neutrophiles ou de cellules 
lymphoïdes) sont le plus souvent négligés par les automates d’hématologie usuels 
puisque de taille trop importante pour être analysés ; seulement les plus petits peuvent 
être observés sur les diagrammes de dispersion [10] 
 
ii. Numération leucocytaire faussement augmentée 
Une fausse leucocytose peut avoir plusieurs origines possibles. Des agrégats 
plaquettaires ou des macro-plaquettes, suffisamment grands pour avoir la taille d’un 
leucocyte, peuvent être comptés en tant que tel par l’analyseur. La plupart des 
analyseurs actuels, dotés de diagramme de dispersion détectent cependant cette 
anomalie, et la signalent désormais quand ils sont en quantité importante : des points 
surajoutés dans la région des lymphocytes sont observés [10] [11] [12] 
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 Il est aussi possible que certains globules rouges résistent aux agents de lyse 
de manière pathologie ou physiologique : ils seront alors considérés comme des 
leucocytes et observés dans la région des « petits » lymphocytes au diagramme de 
dispersion [13] [14]. Les érythroblastes présents dans le spécimen ont leurs noyaux 
toujours présents après réaction après les produits de lyses : ils seront également 
détectés comme des leucocytes par l’analyseur.  Cependant, les analyseurs les plus 
récents utilisant des techniques de fluorescence comptent les érythroblastes 
séparément [10] [15]. 
 
 Une autre origine de fausse leucocytose est la présence de cryoglobulines, qui 
augmentent à la fois le comptage leucocytaire mais également le comptage 
plaquettaire (jusqu’à 8 fois). En cristallisant, les cryoglobulines peuvent en effet fausser 
le comptage. Ce phénomène est moins retrouvé dans les analyseurs utilisant des 
réactifs préchauffés à 37°C [16] [17]. Des filaments de fibrine peuvent également se 
retrouver dans l’échantillon après une prise de sang laborieuse, augmentant le 
comptage plaquettaire et leucocytaire de 2 à 16 fois [18] [19].  
 
 Enfin, la présence de gouttelettes lipidiques suffisamment grandes peut 
interférer avec les comptages [10], de même que la présence de micro-organismes 
(bactéries ou champignons) [20] ou encore la présence de tissu adipeux lors de 
ponction à la veine fémorale [21]. Le fait de trop remplir les tubes sous vides altère 
également beaucoup de variables, dont les comptages [22].  
 
iii. Anomalies de formule leucocytaire 
Les comptages des lymphocytes et des granulocytes neutrophiles sont 
généralement fiable. Par contre, le comptage des monocytes est peu fiable, à peine 
acceptable : la reproductibilité est faible, avec des écarts de résultats entre 13 et 59% 
[23]. Le comptage des monocytes est également dépendant du temps de 
conservation, avec une altération de ce dernier dès 6-10h après le prélèvement et ce 
quelque soit la température de conservation. [24] 
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Le comptage des granulocytes basophiles est également problématique. Les 
automates fournissent une estimation en deçà de la valeur observée au frottis lors de 
basophilie avérée chez l’homme. De même, une augmentation du nombre de 
granulocytes basophiles peut être le résultat d’une pseudobasophilie : l’analyseur 
confond d’autres cellules (comme des lymphocytes lors d’immunodéficience humaine, 
ou des blastes lors de leucémies) avec des basophiles, perturbant alors le comptage 
basophilique total. Enfin, une conservation de plus de 24h tend à augmenter la 
numération des basophiles [23] [24]. En médecine vétérinaire, aucun analyseur ne 
fournit une numération de basophiles fiable.  
 
Lors de phénomène pathologique comme le paludisme chez l’homme, des 
pigments sont retrouvés dans le sang et phagocytés par les granulocytes neutrophiles 
et les monocytes. Ces pigments ont des propriétés dépolarisantes similaires à celles 
des granulations des éosinophiles, ce qui peut alors fausser le compte : il en résulte 
une fausse augmentation du nombre d’éosinophiles. Des globules rouges parasités, 
résistants à la lyse, peuvent également former un nuage de point proche de celui des 
éosinophiles chez l’homme [25]. Une conservation de plus de 24h induira également 
une diminution de la numération des éosinophiles [23]. 
 
2. Validation et erreurs des analyseurs d’hématologie en médecine 
vétérinaire 
i. Comptage des leucocytes totaux 
Le Sysmex XT-2000iV présente des comptages de leucocytes totaux très bien 
corrélés avec les comptages obtenus par le CELL-DYN 3500, automate déjà validé 
[26] [27]. Les comptages de leucocytes totaux sont également très bien corrélés avec 
d’autres automates comme le ADVIA 2120 [28] [29]. 
 
ii. Comptage différentiel des leucocytes [30] [31] 
Les différentes populations leucocytaires chez les chiens ne sont pas aussi bien 
séparées sur le diagramme de dispersion en comparaison avec des spécimens 
humains ou équins.  
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La corrélation entre le comptage manuel et le comptage fourni par le Sysmex 
XT-2000iV est excellente pour les neutrophiles et bonne pour les lymphocytes. En 
effet, pour ces derniers, le Sysmex XT-2000iV donne un comptage de 10 à 26% 
supérieur au comptage manuel ou celui du CELL-DYN 3500. Des lymphocytes 
peuvent se retrouver au-dessus du nuage des monocytes et seront alors identifiés par 
le Sysmex XT-2000iV comme des monocytes, ce qui cause l’absence d’une claire 
séparation entre le nuage des monocytes et des lymphocytes dans 34%, jusqu’à une 
erreur importante de séparation dans 5% des cas.  
 
Le comptage des monocytes du Sysmex XT-2000iV est bien corrélé au 
comptage du CELL-DYN 3500 même si le premier est inférieur au comptage du CELL-
DYN 3500 et supérieur au comptage manuel.  
Les éosinophiles sont bien identifiés par le Sysmex XT-2000iV avec une 
séparation plus franche du nuage de points des éosinophiles que pour les autres 
automates. Il arrive cependant que le comptage du Sysmex XT-2000iV soit supérieur 
de plus de 100% à celui du CELL-DYN 3500 dans 15% des spécimens ; la séparation 
entre les neutrophiles et les éosinophiles est moins évidente et engendre donc une 
erreur. Le Sysmex XT-2000iV ne parvient pas à reconnaitre et classifier les 
éosinophiles gris visibles au comptage manuel.  
 
Dans 13% des spécimens provenant de sang canin, le Sysmex XT-2000iV 
indique une différenciation incomplète voire nulle, souvent corrélé avec la présence de 
neutrophiles toxiques ou d’un left shift marqué avec une concentration en band cells 
supérieure à 10%. De plus, le Sysmex XT-2000iV, tout comme l’ensemble des 
analyseurs vétérinaires, n’est pas capable d’identifier les basophiles observés au 
frottis sanguin comme mentionné précédemment.  
 
Les comptages des leucocytes par le Sysmex sont relativement stables avec 
un temps de conservation de 72h à 4°C excepté pour les monocytes, qui montrent une 
diminution modérée dès 36h de conservation. A un stockage à température ambiante, 
le nombre de granulocytes neutrophiles fourni par le Sysmex augmente 
significativement tandis que le nombre de monocytes et de lymphocytes diminue 
significativement, ce dès 6 à 12h de conservation. 
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II. Etude rétrospective 
A. Matériel et méthode 
1. Période de l’étude rétrospective 
Les hémogrammes sélectionnés doivent avoir été réalisés entre le 01/01/2014 et le 
31/12/2016. 
 
2. Personnes impliquées dans la réalisation de l’étude 
L’étude a été effectuée et coordonnée par C. Trumel, L. Piane, J-P Braun, T. Méric, 
M. Mignot et T. Maufras du Chatellier :  
- C. Trumel, L. Piane : préparation du protocole, sélection des hémogrammes, 
traitement des données et interprétation des résultats 
- L. Piane, T. Méric, M. Mignot, T. Maufras du Chatellier : préparation du 
protocole, sélection des hémogrammes, recherche des comptes-rendus 
cliniques et hématologiques des frottis sanguins et interprétation des résultats 
- J-P Braun : traitement des données, analyses statistiques, interprétation des 
résultats 
- Laboratoire de Biologie Médicale de l’ENVT : conservation des données 
(hémogrammes, frottis sanguins, comptes-rendus laboratoire) 
 
3. Sélection des hémogrammes 
i. Inclusion des hémogrammes 
La totalité des hémogrammes réalisés à l’Ecole Nationale Vétérinaire de 
Toulouse sur des chiens ayant été réalisés entre le 1er janvier 2014 et le 31 décembre 
2016 (n=3352) ont été récupérés pour analyse par 2 personnes expertes (C. Trumel 
et L. Piane) ainsi que 2 personnes naïves (T. Méric et M. Mignot). Premièrement, une 
séparation entre les hémogrammes dits « normaux » sur le diagramme de dispersion 
de différenciation des leucocytes par le Sysmex XT-2000iV et les hémogrammes dits 
« anormaux » a été effectuée. Afin de faciliter cette classification, les hémogrammes 
classés comme normaux de l’année 2016 par les 2 personnes expertes et les deux 
personnes naïves ont permis de réaliser un calque dessinant les nuages de points 
définis comme normaux, présenté figure 2. 
  
15 
 
 
FIGURE 2 :  CALQUE DE NUAGES DE POINTS REALISES SUR LA BASE D’HEMOGRAMMES CONSIDERES NORMAUX 
PAR DEUX PERSONNES EXPERTES ET DEUX PERSONNES NAÏVES 
 
 A partir de ce calque, une séparation entre hémogrammes dits « normaux » et 
dits « anormaux » a été effectuée. Les hémogrammes dits « anormaux » sont alors 
ceux présentant au moins une des anomalies citées ci-dessous :   
- Un nuage de points réduit 
- Un nuage surnuméraire 
- Une fusion d’au moins 2 nuages 
- Un nuage à morphologie anormale 
Parmi les hémogrammes dits « anormaux », un classement conséquent à 
l’anomalie observée a ensuite été effectué.  
 
Les hémogrammes dits « normaux » ont ensuite été revus par une personne 
experte (C. Trumel) et une personne naïve (T. Maufras du Chatellier) afin de ne 
conserver uniquement les hémogrammes dits « parfaitement normaux » en 
comparaison avec le calque. Ces hémogrammes présentaient alors l’ensemble des 
critères ci-dessous :  
- 5 nuages de points parfaitement distincts  
- Nuages de points correspondant au calque avec absence de points dépassant 
des zones délimitées 
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ii. Critères d’exclusions 
Les hémogrammes suivants ont été exclus de l’étude :  
- Présence d’une mention « Error » par l’automate 
- Hémogrammes réalisés dans le cadre d’un contrôle externe 
- Hémogrammes réalisés à partir d’un autre liquide que le sang (épanchement 
par exemple) 
- Hémogrammes comprenant plus d’une anomalie selon la classification 
effectuée, au vu du nombre important d’hémogrammes ne présentant qu’une 
anomalie et de la difficulté d’interprétation statistique des hémogrammes 
présentant plusieurs anomalies 
- Hémogrammes avec des nuages de points présentant une densité augmentée 
ou diminuée sans autre anomalie de forme ou de position notable, qui 
s’expliquent uniquement par une numération augmentée ou diminuée par le 
Sysmex XT-200iV 
- Hémogrammes ne comprenant pas d’anomalie selon la classification effectuée 
mais ne correspondant pas aux critères des hémogrammes dits « parfaitement 
normaux ». 
4. Classement des hémogrammes  
Les hémogrammes ainsi obtenus (dits « anormaux » et dits « parfaitement 
normaux ») ont été catégorisés en différentes catégories :  
• Fusion de nuages de points  
o Groupe A : Fusion des granulocytes neutrophiles, lymphocytes et 
monocytes (« Menhir ») sans fusion avec les globules rouges non lysés  
o Groupe B : « Menhir » avec fusion avec les globules rouges non lysés  
o Groupe C : Fusion des globules rouges non lysés et des granulocytes 
neutrophiles  
o Groupe D : Fusion des granulocytes neutrophiles et des lymphocytes 
o Groupe E : Fusion des lymphocytes et des monocytes  
o Groupe F : Fusion des granulocytes neutrophiles et des granulocytes 
éosinophiles 
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• Anomalies de position des nuages de points 
o Groupe G : Extension des monocytes vers le haut 
o Groupe H : Extension des globules rouges non lysés vers la droite 
o Groupe I : Extension des granulocytes éosinophiles vers le haut et vers 
la droite 
o Groupe J : Nuage surnuméraire 
• Groupe K : Nuages dits « parfaitement normaux » 
 
5. Délimitation du champ de cette étude  
Cette étude expose le groupe K uniquement. Une étude conjointe s’intéresse au 
groupe A à F et une troisième est consacrée au groupe G à J.  
 
6. Critères d’évaluation des hémogrammes  
i. Critères cliniques 
- Espèce 
 
ii. Critères biologiques  
- Globules rouges : 
o Morphologie (frottis sanguin) : 
▪ Anisocytose : 0, 0.5, 1, 2, 3 ou 4 selon l’intensité 
▪ Hématies à bords flous : 0, 0.5, 1, 2, 3 ou 4 selon l’intensité 
▪ Poïkilocytose : 0, 0.5, 1, 2, 3 ou 4 selon l’intensité 
▪ Polychromatophilie : 0, 0.5, 1, 2, 3 ou 4 selon l’intensité 
▪ Stress oxydatif : 0, 0.5, 1, 2, 3 ou 4 selon l’intensité 
▪ Babésie : 0, 0.5, 1, 2, 3 ou 4 selon l’intensité 
▪ Rouleaux : 0, 0.5, 1, 2, 3 ou 4 selon l’intensité 
▪ Ghost cells : 0, 0.5, 1, 2, 3 ou 4 selon l’intensité 
▪ Inclusion : 0, 0.5, 1, 2, 3 ou 4 selon l’intensité 
o Numération des érythroblastes pour 100 leucocytes comptés 
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- Globules blancs : 
o Morphologie (frottis sanguin) 
▪ Granulocytes neutrophiles toxiques : 0, 0.5, 1, 2, 3 ou 4 selon 
l’intensité 
▪ Granulocytes neutrophiles hypersegmentés : 0, 0.5, 1, 2, 3 ou 4 
selon l’intensité 
▪ Band cells : présence/absence 
▪ Lymphocytes réactionnels : 0, 0.5, 1, 2, 3 ou 4 selon l’intensité 
▪ Macrophages phagocytaires : 0, 0.5, 1, 2, 3 ou 4 selon l’intensité 
▪ Monocytes réactionnels : 0, 0.5, 1, 2, 3 ou 4 selon l’intensité 
▪ Granulocytes éosinophiles dégranulés : 0, 0.5, 1, 2, 3 ou 4 selon 
l’intensité 
▪ Granulocytes éosinophiles réactionnels : 0, 0.5, 1, 2, 3 ou 4 selon 
l’intensité 
▪ Mastocytes circulants : présence/absence 
o Numération totale et des sous-populations (manuelle et par l’automate) :  
▪ Globules blancs totaux (automate) 
▪ Granulocytes neutrophiles (automate et manuel) 
▪ Band cells (automate et manuel) 
▪ Lymphocytes (automate et manuel) 
▪ Monocytes (automate et manuel) 
▪ Granulocytes éosinophiles (automate et manuel) 
▪ Granulocytes basophiles (manuel) 
o Pourcentages des sous-populations (manuels et par l’automate) :  
▪ Granulocytes neutrophiles (automate et manuel) 
▪ Band cells (automate et manuel) 
▪ Lymphocytes (automate et manuel) 
▪ Monocytes (automate et manuel) 
▪ Granulocytes éosinophiles (automate et manuel) 
▪ Granulocytes basophiles (manuel) 
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- Plaquettes :  
o Morphologie (frottis sanguin) : 
▪ Anisocytose : 0, 0.5, 1, 2, 3 ou 4 selon l’intensité 
▪ Plaquettes nucléées : 0, 0.5, 1, 2, 3 ou 4 selon l’intensité 
▪ Plaquettes de grande taille : 0, 0.5, 1, 2, 3 ou 4 selon l’intensité 
o Agrégats plaquettaires (frottis sanguin) : 0, 0.5, 1, 2, 3 ou 4 selon 
l’intensité 
- Fond de frottis sanguin 
 
B. Résultats 
1. Etablissement des groupes de nuages leucocytaires anormaux 
Parmi les 3352 hémogrammes de chien recensés entre 2014 et 2016, 46 
correspondaient aux critères des hémogrammes dits « parfaitement normaux ». 210 
hémogrammes ont présenté une uniquement anomalie de position et 146 une 
anomalie de fusion.   
 
2. Résultats obtenus sur les globules rouges 
TABLEAU 1 : REPARTITION DES ANOMALIES OBSERVEES SUR LA LIGNEE ERYTHROCYTAIRE 
Nuage K 0 0,5 1 1,5 2 3 Total gnl 
Nombre de cas présentant 
de l’anisocytose 14 11 20 0 1 0 46 
Nombre de cas ayant des 
globules rouges à bords 
flous 23 9 5 0 7 2 46 
Nombre de cas présentant 
de la poïkilocytose 25 9 8 0 4 0 46 
Nombre de cas présentant 
de la polychromatophilie 20 15 7 2 2 0 46 
Nombre de cas présentant 
des signes de stress oxydatif 42 3 1 0 0 0 46 
Nombre de cas présentant 
des inclusions 41 0 5 0 0 0 46 
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La grande majorité des hémogrammes ne présentent pas d’anomalie en 
quantité significativement augmentée. 69.6% des hémogrammes présentent une 
anisocytose, mais elle est cependant faible dans 67.4% des cas (score inférieur ou 
égal à 1). La moitié des frottis montrent des globules rouges à bords flous, en quantité 
importante dans 9.6% des cas (score supérieur ou égal à 2).  
Une poïkilocytose est observée en quantité importante dans 8.6% des frottis et 
rapportée dans 45% des cas, tandis qu’une polychromatophilie est observée dans 
56.5% des cas, mais majeure dans 2 hémogrammes soit 4.3%.  
Très peu d’hémogrammes ont montré des signes en faveur de stress oxydatif 
ou d’inclusions : seulement 8.6% des hémogrammes avaient des signes de stress 
oxydatif et 10.9% des inclusions. De plus, ces deux anomalies sont retrouvées en 
petites quantités sur les frottis.  
Il n’a été observé des érythroblastes que dans 4 frottis sur 46, avec cependant 
un frottis avec 7 érythroblastes pour 100 globules blancs. Aucune babésie n’a été 
retrouvée sur les frottis et aucune ghost cell n’a été observée.  
 
TABLEAU 2 : RESULTATS OBTENUS SUR LA POPULATION ERYTHROCYTAIRE 
Nuage de points  « Normal » 
n  46 
Anisocytose 
(0-2 score) 
% abnormal (≥2) 2.2 
median (min-max) 0.5 (0-2) 
GR Bords flous 
(0-3 score) 
% abnormal (≥2) 9.6 
median (min-max) 0.3 (0-3) 
Poikilocytose 
(0-3 score) 
% abnormal (>2) 8.7 
median (min-max) 0 (0-2) 
Polychromatophilie 
(0-3 score) 
% abnormal (≥2) 4.3 
median (min-max) 0.5 (0-2) 
Stress oxydatif 
(0-2 score) 
% abnormal (≥2) 0 
median (min-max) 0 (0-1) 
Rouleaux 
(0-3 score) 
% abnormal (>0) 4.3 
median (min-max) 0 (0-1) 
Ghost cells 
(0-3 score) 
% abnormal (>0) 0 
median (min-max) 0 (0-0) 
Inclusions 
(0-2 score) 
% abnormal (>0) 10.9 
median (min-max) 0 (0-1) 
Erythroblastes 
(n per 100 RBC) 
% abnormal (>1) 4.3 
median (min-max) 0 (0-7) 
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3. Résultats obtenus pour les plaquettes 
TABLEAU 3 : REPARTITION DES ANOMALIES OBSERVEES SUR LES PLAQUETTES 
Nuage K 0 0,5 1 1,5 2 3 Total gnl 
Nombre de cas présentant 
de l’anisocytose plaquettaire 12 4 23 1 6 0 46 
Nombre de cas présentant 
des grandes plaquettes 38 1 6 0 1 0 46 
Nombre de cas présentant 
des agrégats plaquettaires 26 7 10 1 2 0 46 
 
 
Les frottis étudiés dans ce groupe ne présentent pas significativement de 
grandes plaquettes, présentes dans 17.4% des frottis et seulement dans un frottis (soit 
4.3%) en quantité significativement augmentée. L’anisocytose plaquettaire est 
retrouvée dans 73.9% des frottis. Elle est cependant majeure dans 13% des frottis 
uniquement. Des agrégats plaquettaires ont été retrouvés dans 43.5% des frottis et 
dans 6.5% en quantité importante. Aucune plaquette nucléée n’a été observée.  
 
 
TABLEAU 4 : RESULTATS OBTENUS SUR LES PLAQUETTES 
Scattergram   « Normal » 
N=    46 
AnisoPlt 
(0-3 score) 
% abnormal (≥2) 13.0 
median (min-max) 1.0 (0-2.0) 
Plt Grandes 
(0-3 score) 
% abnormal (≥2) 2.2 
median (min-max) 0 (0-2.0) 
Agreg Plt 
(0-4 score) 
% abnormal (>2) 0 
median (min-max) 0 (0-2.0) 
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4. Résultats obtenus sur les leucocytes 
i. Comptage total et différentiel des leucocytes [32] 
TABLEAU 5 : RESULTATS OBTENUS SUR LES NUMERATIONS DES DIFFERENTES POPULATIONS LEUCOCYTAIRES 
Scattergram   «Normal» 
N   46 
WBC 
(109/L) 
 
% abnormal (<5.5) 
                       (>20.4) 
17.4 
0 
median (min-max) 7.3 (3.3-14.5) 
Neutrophiles 
(109/L) 
% abnormal (<2.9) 
                       (>13.6) 
6.5 
0 
median (min-max) 5.1 (2.0-12.8) 
Band cells 
(109/L) 
% abnormal (≥0.3) 0 
median (min-max) 0 (0-0.3) 
Lymphocytes 
(109/L) 
% abnormal (<1.1) 
                       (>5.3) 
26.1 
0 
median (min-max) 1.5 (0.4-4.4) 
Monocytes 
(109/L) 
% abnormal (<0.4) 
                       (>1.6) 
52.2 
0 
median (min-max) 0.4 (0-1.2) 
Eosinophiles 
(109/L) 
% abnormal (<3.0) 
                       (>10.0) 
17.4 
0 
median (min-max) 0.3 (0-2.0) 
Basophiles 
(109/L) 
% abnormal (≥0) 6.5 
median (min-max) 0(0-0.1) 
 
Le comptage leucocytaire total médian est de 6,95 x109/L avec des valeurs 
allant de 3.31 x109/L jusqu’à 14.52 x109/L. 8 hémogrammes sur 46 (soit 17.4%) 
présentent une leucopénie légère à modérée (comptage inférieur à 5.5 x109/L).  
3 hémogrammes sur 46, soit 6.5%, présentent une légère neutropénie (nombre 
inférieur à 2.9 x109/L)) et le reste des hémogrammes se situe dans les intervalles de 
référence. Des band-cells ont été observés sur certains frottis, mais toujours dans les 
intervalles de références (<0.3 x109/L). 
On retrouve des lymphopénies modérées dans 23.9% des cas à sévères 
(numération inférieure à 0.5 x109/L) dans 2.2% des cas. Les hémogrammes restants 
sont dans les intervalles de référence.  
Concernant les monocytes, 52.2% des frottis présentent une monocytopénie 
modérée (entre 0.4 x109/L et 1.6 x109/L), les 47.8% restants étant dans les intervalles 
de référence. 
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82.6% des frottis montrent une numération en éosinophiles dans les intervalles 
de référence (entre 0.1 x109/L et 3.1 x109/L), les autres frottis (17.4%) présentant une 
éosinopénie.  
Enfin, la totalité des frottis étudiés ne présentent pas de basophilie, la 
numération étant toujours inférieure à 0.3 x109/L.  
 
ii. Anomalies des leucocytes 
TABLEAU 6 : REPARTITION DES ANOMALIES OBSERVEES SUR LA LIGNEE BLANCHE 
Nuage K 0 0,5 1 1,5  2 3 Total gnl 
Nombres de cas 
présentant des 
neutrophiles toxiques 44 2 0 0 
 
0 0 46 
Nombre de cas 
présentant des 
neutrophiles 
hypersegmentés 39 2 4 0 
 
1 0 46 
Nombre de cas ayant 
des band cells 41 5 0 0 
 
0 0 46 
Nombre de cas 
présentant des 
lymphocytes 
réactionnels 21 11 14 0 
 
0 0 46 
Nombre de cas 
présentant des 
monocytes réactionnels 33 7 6 0 
 
0 0 46 
Nombre de cas 
présentant des 
éosinophiles 
réactionnels 43 3 0 0 
 
0 0 46 
Nombre de cas 
présentant des 
éosinophiles dégranulés 45 1 0 0 
 
0 0 46 
 
Très peu d’anomalies des leucocytes sont observées. 2 frottis sur 46 (4.3%) ont 
présenté des neutrophiles toxiques en faible proportion. Des neutrophiles 
hypersegmentés ont été observés dans 15% des frottis mais dans un unique frottis en 
quantité importante (score supérieur à 2).  
Comme observé aux numérations, quelques frottis (10.8%) montrent des band-
cells mais en quantité non significative.  
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Les lymphocytes réactionnels sont les cellules anormales les plus observées 
avec une présence dans 54% des frottis. La quantité est cependant non 
significativement augmentée avec un score inférieur ou égal à 1 dans les 54% des 
cas.  
Quelques monocytes réactionnels ont également été retrouvés sur les frottis à 
une proportion de 28.3%, mais similairement aux résultats précédents, uniquement 
dans des quantités non significatives.  
3 frottis sur 46 (6.5%) ont quelques éosinophiles réactionnels en faible 
proportion, et seulement 1 (2.2%) a présenté des éosinophiles dégranulés.  
Aucun macrophage phagocytaire, aucun basophile réactionnel ni mastocyte 
circulant n’a été retrouvé sur les frottis de l’échantillon.  
 
TABLEAU 7 : RESULTATS OBTENUS SUR LES POPULATIONS LEUCOCYTAIRES 
Scattergram   « Normal » 
n   46 
Leucocytes toxiques 
(0-2 score) 
% abnormal (≥2) 0 
median (min-max) 0 (0-0.5) 
Leucocytes 
hypersegmentés 
(0-3 score) 
% abnormal (s≥2) 2.2 
median (min-max) 0 (0-2.0) 
L réactifs 
(0-3 score) 
% abnormal (>1) 0 
median (min-max) 0.5 (0-1.0) 
Monos Réac 
(0-2 score) 
% abnormal (>1) 0 
median (min-max) 0.5 (0-1.0) 
Macroph phagocyt 
(0-2 score) 
% abnormal (>0) 0 
median (min-max) 0 (0-0) 
Eo dégran 
(0-1 score) 
% abnormal (>0) 2,2 
median (min-max) 0 (0-1.0) 
Eo Réac 
(0-2 score) 
% abnormal (>1) 0 
median (min-max) 0 (0-0.5) 
S Baso 
(0-1 score) 
% abnormal (>0) 0 
median (min-max) 0 (0-0) 
Baso Reac 
(0-1 score) 
% abnormal (>0) 0 
median (min-max) 0 (0-0) 
Masto Circ 
(0-1 score) 
% abnormal (>0) 0 
median (min-max) 0 (0-0) 
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C. Discussion 
 
Les nuages de points provenant des hémogrammes étudiés ici sont considérés 
« parfaitement normaux », avec des nuages de points bien distincts les uns des autres 
et sans anomalie de positions de points qu’elle quelle soit. Le Sysmex XT-2000iV a 
donc identifié à la perfection chaque cellule du spécimen sanguin et a permis de la 
placer dans un nuage de point spécifique au diagramme de dispersion. Aucune 
incertitude ne semble présente.  
 
1. Observations sur les populations érythrocytaires 
 
Peu d’anomalies sont répertoriées sur les populations érythrocytaires. Lorsque 
ces anomalies sont présentes, elles le sont en faible nombre.  
 
2. Observations sur les populations thrombocytaires 
Une anisocytose plaquettaire est retrouvée dans une majorité des frottis, et en 
quantité significative dans 13% de ceux-ci. Leur présence n’induit donc pas 
d’anomalies du diagramme de dispersion : cette anisocytose n’interfère donc pas avec 
la répartition des différentes populations leucocytaires.  
De la même façon que les hématies, les plaquettes sont dénombrées par la 
technique d’impédance puis lysées par un agent tenso-actif. L’anisocytose plaquettaire 
ne semble donc pas avoir d’influence sur la lyse plaquettaire puisque celle-ci n’est pas 
retrouvée sur le diagramme de dispersion.  
Aucune plaquette nucléée n’a été retrouvée sur les frottis étudiés, et les 
agrégats plaquettaires et les macroplaquettes n’ont pas été retrouvés de manière 
significative. Ce résultat est en accord avec la littérature ; en effet, les agrégats 
plaquettaires peuvent interférer avec les nuages de points en étant confondus avec 
des leucocytes [33]. 
 
 
 
 
  
26 
 
3. Observations sur les populations leucocytaires 
Concernant les comptages totaux et différentiels, il n’est retrouvé que des 
numérations inférieures aux intervalles de référence : absence de leucocytose, de 
neutrophilie, de monocytose, d’éosinophilie ou de lymphocytose tandis que des 
leucopénies, des neutropénies, des éosinopénies, des monocytopénies et des 
lymphopénies ont été observées au comptage par le Sysmex XT-2000iV et au 
comptage manuel.  
Ce résultat parait assez logique avec la méthodologie utilisée. En effet, chaque 
cellule est représentée par un point sur les diagrammes de dispersion. Ainsi, plus la 
numération est élevée, plus il y a de chance que les points débordent du cadre pré-
établi pour sélectionner nos cas (cf. figure 2).  
 
 Très peu d’anomalies de populations leucocytaires ont été retrouvées. On n’a 
noté aucun macrophage phagocytaire, aucun basophile réactionnel ou aucun 
mastocyte circulant tandis que certaines cellules réactionnelles (leucocytes toxiques, 
band cells, leucocytes hypersegmentés, lymphocytes réactionnels, éosinophiles 
réactionnels ou dégranulés, monocytes réactionels) ont été retrouvés dans des 
quantités insuffisantes pour être significatives.  
 Ainsi, les différents leucocytes passés à la cytométrie de flux n’ont pas eu 
d’incidence sur la répartition sur le diagramme de dispersion. Ces leucocytes ont donc 
des quantités d’acides nucléiques et de granulations cytoplasmiques dans les valeurs 
usuelles de chaque population, ce qui est cohérent avec l’absence d’anomalie 
leucocytaire observée. Afin d’étudier les implications des différentes anomalies 
leucocytaires, ces résultats seront à comparer avec les études sur les anomalies des 
nuages de points. En effet, une population leucocytaire anormale ou en quantité 
augmentée dans un des autres groupes sera très probablement corrélée à une 
anomalie sur un nuage de point.  
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Conclusion 
46 hémogrammes de chien sur les 3352 réalisés à l’Ecole Nationale Vétérinaire 
de Toulouse sur les années 2014 à 2016 avec l’automate Sysmex XT-2000iV étaient 
considérés comme parfaitement normaux sur le diagramme de dispersion, avec 
l’absence d’une  anomalie de position ou de fusion. Les frottis correspondants aux 
hémogrammes ont été étudiés et chaque anomalie, si présente, était quantifiée. Ces 
frottis étudiés présentaient des anomalies en faible quantité. Les anomalies observées 
les plus fréquemment et en quantité importante sont des numérations cellulaires 
faibles (leucopénies, lymphopénies, monocytopénies, neutropénies, éosinopénies), 
ces dernières n’ayant donc pas d’influence sur le diagramme de dispersion. L’absence 
des autres anomalies ou leur présence en trop faible quantité ne permet pas de 
conclure à une influence sur le nuage de point. Ces résultats servent néanmoins de 
point de comparaison statistique pour d’autres études sur les anomalies aux nuages 
de points.  
  
Cependant, la présence de certaines anomalies en quantité faible sur des 
nuages de points parfaitement normaux invite à ne pas négliger la lecture et 
l’interprétation du frottis sanguin, qui peut donc être source d’informations cliniquement 
primordiales même si le diagramme de dispersion est normal.  
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